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  状黄姑鱼(Nibea miichthioides)养殖群体的遗传多样性
研究 




传同质化 从而造成种质遗传多样性水平下降和种质退化  
  状黄姑鱼 Nibea miichthioides 作为新兴的重要经济鱼类 随着海区自然资
源的枯竭和多年的人工繁育 也正面临着种质退化的危险 本文应用生化和分子
生物学技术手段 对   状黄姑鱼的生化成分及养殖群体的遗传多样性进行了分
析 结果如下  
1   状黄姑鱼是一种高蛋白 低脂类的鱼类 其蛋白质占总重的 19.94%(湿
比 下同) 脂类占 2.83% 糖类为 1.54% 灰分为 3.37% 水分含量为 74.82%   
状黄姑鱼含有常见的 17 种氨基酸 总量高达 208.28mg/g(湿比) 8 种人体必需氨
基酸占总氨基酸的 44.19% 半必需氨基酸占总量的 9.19% 说明   状黄姑鱼确
实是一种氨基酸含量丰富 营养结构合理的优质蛋白食品  
2 应用所建立的聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)系统 对  状黄姑鱼养殖群
体的 6 种同工酶(LDH MDH ME Est ADH GDH)的 10 个基因座位进行了
分析 结果表明 10 个基因座位均呈单态纯合状态 未曾发现有多态现象 表
明了该养殖群体杂合子缺失比较严重 遗传多样性水平较低  
3 对  状黄姑鱼的 RAPD 扩增反应分析结果表明 该养殖群体平均多态
性为 15.32% 个体间平均相似度为 0.968 平均遗传距离为 0.0319 说明该养殖
群体的遗传多样性水平是较低的 但仍具有一定的变异潜力 RAPD 在鱼类群
体遗传多样性研究中确实是一种灵敏 有效和方便的方法 并能确保实验用鱼的
继续存养 必将在鱼类群体遗传学研究中发挥越来越重要的作用  
最后 针对所得的研究结果 作者对现存  状黄姑鱼资源遗传多样性的保
护和管理提出了以下建议 增加人工育苗亲本数 选择遗传距离较远的亲本
交配 保持良好养殖环境 良种选育 苗种放流及建立保护区  

















Studies on Genetic Diversity in Nibea 
miichthioides Cultured Group 
Abstract 
(Ding  Shaoxiong) 
Genetic diversity is the central issue among the biotic diversities. Marine biotic diversity 
consists the base of the relationship between human being and the ocean. 
Nowadays, overfishing and farming have lowered genetic diversity in lots of commercial 
fishes. Also, the consequence deterioration is serious in farmed fishes. In Nibea miichthioides 
farmed group, this deterioration has already been found. The biological component and genetic 
diversity were carried out by the method of biochemistry and melocular biology in present study. 
The results are as followed: 
1.N.miichthioides is a high quality fish with high protein and low lipid, contents of crude 
protein lipid glycogen ash and miosure in its muscle were 19.94% 2.83% 1.54% 3.37%
and 71.82%.(wet weight) respectively.There were at least 17 amino acids in muscle protein, with 
the total amount of 208.28mg/g(wet weight), and the ratio of essential amino acids (Lys Phe Val
Met Thr Leu Ile Tyr HIs Arg) to the total ones for the human beings was 53.38%. All of 
these indicated that N.miichthioides is really a good protein resource. 
2. Six isoenzymes LDH MDH Est ME ADH & GDH  extracted from N.miichthioides 
were determined by polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE),.ten loci of six isoenzymes were 
tested but none polymorphic loci was detected. It demonstrated that the gentic diversity of 
cultured group of N.miichthioides is low with serious loss of heterozygotes. 
3.The result of RAPD analysis for the farmed group showed that the genetic variation of 
these individuals was somewhat lower with 15.31% of the polymorphism and 0.0319 of the 
average difference (AD)  it also indicated that RAPD is a useful way in genetic diversity analysis 
of the fish population. 
By the way, some advice on protection and conservation of the genetic diversity of Nibea 
miichthioides were also conducted. 
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的各种生态过程的总和 它包括地球上丰富多采 千差万别的动物 植物 微生
物和它们的基因 以及它们之间及其与生存环境之间通过相互作用所构成的形形
色色的生态系统 因此 它实际上是多样化的生命实体群的特征 是所有生命系
统的基本特征 生物多样性是地球上从有生命以来经历几十亿年的自然演化和生
物进化的结果 是当今地球上最宝贵的财富 更是人类赖以生存 发展和繁荣的
基础 因此 生物多样性的保护是现代生物学所极力追求的目标 是近年来国际
生物学界极为关注的热点课题 其内容涉及生物多样性的形成 现状及其评价
生物多样性消失的原因及其深远影响 生物多样性的保护和保存等  
生物多样性可分为三个水平 即遗传多样性 物种多样性和生态系统多样性
遗传多样性 生物定义为遗传信息的综合 蕴藏于地球上植物 动物和微生物个






境条件 维持长期生存和进化的遗传基础 同时又是新物种形成的前提条件 很
难想象一个只有单一纯合子构成的物种能够承受不断变化的环境选择压力而维
持其本身的长期生存和稳定 物种的濒危和灭绝与遗传多样性的丧失有直接的关
系 许多濒危物种的遗传多样性水平都非常低(李俊清 1994)[14] 自然种群高水






的变异都有遗传的倾向 在 1900 年孟德尔遗传规律被广泛证实 以及随后用生


















验证据 60 年代中期 应用电泳技术发现蛋白质和酶的高水平遗传多态现象
使得人工养殖和自然群体生物遗传多样性的研究得到了空前的发展 积累了丰富
资料 当 Avery(1944)和 Hershey(1952)证明生物遗传信息载体是 DNA 及 Watson
等(1953)提出 DNA 双螺旋结构的理论之后 科学家们开始寻求在 DNA 分子水平
直接检测物种的遗传多样性 随着 1972 年基因克隆的发现 1975 年发明了快速
直读 DNA序列分析方法 尤其是 Southern发明了 DNA标记探针杂交方法后
DNA 序列多样性检测开始成为可能 即利用限制片段长度多态性(RFLP)法 证
明了 DNA 具有比蛋白质更丰富的多态性 Saiki(1985)发明聚合酶链式反应(PCR)
方法为九十年代初的快速检测 DNA 多样性的方法如随机扩增多态 DNA(RAPD)
和 DNA 指纹技术(DAF)奠定了技术基础 生物基因图谱和 DNA 全序列分析正有




















要因素 群体间的杂交 遗传渐渗是影响群体间遗传差异的主要因素  



















多样性水平降低 瓶颈 效应对后代遗传变异水平的影响程度 取决于原种群
的遗传多样性水平 瓶颈 的大小和对个体选择的随机程度[22]  
 遗传漂变(Genetic Drift) 
遗传漂变是指由于逐代变异使样本造成基因频率的改变 遗传漂变是一个纯
粹的随机过程 但一般来讲 样本数越小 漂变的效应越大 群体中的生殖个体
越少 由于遗传漂变引起的等位基因频率的变化越大 当群体较小时 遗传漂变
也可认为是一种 瓶颈 (Frankel等)[17] 可导致遗传变异的丧失 群体越小 漂
变的时间越长 损失的遗传变异就越多  
 近交衰退(Inbreeding Depression) 
近交(Inbreeding)即近亲之间的交配机率多于随机性的预期数 因为近亲个体
之间比远亲关系的个体之间在遗传上更为相似 所以近交会增加群体中纯合子的
频率 减低杂合子的频率 尤其当群体很小的时候 近交率大大提高 将在很大
程度上减少群体的遗传变异 资源的遗传多样性水平下降 同时导致劣质 有害
基因的纯合化 产生近交衰退 [48] 
















种质资源的遗传组成趋向同质化 并产生 瓶颈 漂变和近交效应 Smith等(1991)
对八十年代新开辟的渔业种类大西洋鲑鱼  (Haplostethus atlanticus)作了连续追



























类中有过报道(Allendorf 等 1980[19] Cross and King,1983 [20]   Fergson 等
1991[21]) 同时 由于对遗传后果缺乏足够的认识 人们把人工繁育群体的后代
通过人工放流或由于养殖个体的逃逸而大量的引入天然水域 并与野生种群发生
杂交而造成遗传稀释(genetic dilution) 导致野生种群遗传多样性水平的下降 使
得某些养殖群体中积累的劣质基因以较高频率进入野生种群基因库 从而对其造
成长期的危害  














































体的遗传结构 1966 年 Hubby 和 lewontin.[25]分别报道了应用凝胶电泳技术结
合酶的特异性染色对果蝇和人类群体遗传变异的定量研究 由此 打开了一种用




存在着检测位点数少 从而低估物种遗传变异水平的弱点 80 年代 分子生物
学和分子克隆技术的发展为检测遗传多样性提供了更为直接的方法 这些方法可
以直接测定遗传物质本身 DNA 序列的变异 由于分析的对象就是 DNA 故
遗传变异可以不依赖任何水平的表型而直接被度量 避免了根据表型性状来推断
基因型时出现的许多问题 80 年代到 90 年代初兴起的 restriction fragment length 
polymorphism(RFLP) DNA fingerprint analysis(DFA) 及 random amplified 
polymorphic DNA(RAPD)等技术以其所具有的特点和优势 在现代分子系统学研
究中得到了广泛应用 并将在今后的遗传变异研究中发挥其特有的功效   
2 常用的生物化学和分子生物学检测技术 
 同工酶电泳技术(Isozyme Electrophoresis) 
由于同工酶的分子结构不同 分子大小和形状存在差异 在一定 pH 的缓冲
液中带电荷的数量或性质不同 因而电泳时在凝胶载体中的迁移率或迁移方向不
同 使得各同工酶得以分离 电泳后凝胶通过特异性酶组织化学染色而出现同工
酶带色斑 这就是同工酶电泳技术 由于酶是基因的产物 是由 DNA 结构所携
带的遗传信息决定的 所以 通过对同工酶电泳谱带的分析 就可以识别控制这
些谱带表达的基因位点和等位基因 从而可以比较客观地度量生物遗传变异的大





















带鱼群体的 11 种同工酶 从而确认了中国近海的带鱼不是过去认为的一个种
而是存在 3 个种 8 个地理种群[27] Basiao 等(1984)对日本现存的罗非鱼养殖群体
进行同工酶电泳分析 结果表明 Oreochromis niloticus 和 Oreochromis zillii 两种
罗非鱼仍都保持丰富的遗传变异水平 所检测的各位点基因型数目分布与 Hardy
Weinberg平衡相当吻合[28]  
但是 同工酶电泳技术存在着一定的局限性 近 20 年来的研究表明 大约
只有 10%的真核生物核 DNA 编码蛋白质 同时 由于有大约 24%的同义密码子
存在及在转录和翻译水平调节基因的作用 电泳所能揭示的遗传变异只是全部基
因变异的一小部分 近年来 随着分子生物学特别是 DNA 重组技术的发展 人
们更加重视基因本身的研究 即 DNA 分子水平上的多态性研究  
 RFLP 技术(Restriction Fragment length Polymorphism) 
RFLP 即限制性酶切片段长度多态性 是 80 年代中期发展起来的一种新技
术 它的基本原理是物种的基因组 DNA 在限制性内切酶作用下 产生相当多的
大小不等的 DNA 片段 用放射性同位素标记的 DNA 作探针 把与被标记 DNA
相关的片段检测出来 从而构建出多态性图谱 RFLP 代表的是基因组 DNA 在
限制性内切酶消化后所产生的片段在长度上的差异 这种差异反映了长期进化而
导致的 DNA 序列上的限制性内切酶酶切位点的差异 由于 RLFP 起源于 DNA
本身的变异 不受显隐性关系 环境条件和发育阶段的影响 因此具有稳定遗传
和专一性的特点 已有研究发现 mtDNA具有分子量小 演化速度快 种间差异
大 种群内稳定性高 母系遗传及遗传性状多等特点 mtDNA RFLP 已逐渐取
代基因组 RFLP 技术而广泛地应用于物种鉴定和群体遗传学研究中 在鱼类学
研究中也成果瞩目,如 Avise 等(1986)以 RFLP 方法分析了美洲鳗鲡 Anguilla 
rostrata 和欧洲鳗鲡 Aanguilla 发现美洲沿岸几千公里的鳗鲡均为同一种鳗鲡
与欧洲鳗鲡分属不同的种群 从而推断两个种群的产卵场也不同 否定了过去一
直认为这两种鳗鲡具有混合产卵场的说法[29] Paloma 等(1996)则利用 RFLP 技术
检测了西班牙不同地理种群的虹鳟 Salmon trutta L.的遗传变异水平 发现了它们
遗传变异与种群大小有一定的关系 并证实了它们都起源于古代同一虹鳟群体的
假说[30]  
 DNA 指纹技术(DNA fingerprinting) 

















生物学技术 由核心序列的串联重复构成的人体小卫星 DNA 探针 可以同时与
众多基因组的酶切 DNA 片段杂交 得到具有个体特异性的 DNA 图谱 不同物
种的生物 同种生物的不同品种甚至同一品种的不同个体间所含的小卫星 DNA
都有差异 杂交所产生的 DNA 图谱亦各不相同 就象人的指纹一样 所以把这
种具有个体特征和种属特征的 DNA 图谱称为 DNA 指纹图谱[31] 这种利用人体
小卫星 DNA 作为探针 探测不同生物的小卫星 DNA 产生相应的 DNA 指纹图
谱的杂交方法称为 DNA 指纹法 DNA 指纹图谱具有高度特异性 且遵循孟德尔
遗传方式遗传 目前该技术已成功地应用于动植物谱系鉴定和重要经济性状的
DNA 遗传标记 但由于该技术难度大 操作复杂 特别是对大样本的分析困难
很大 因而用于研究种质资源的群体遗传变异目前仍存在很大限制  
 AFLP 技术(Amplified Fragment Length Polymorphism) 
AFLP 即扩增片段长度多态性技术 它是一种选择性扩增限制性片段的方法
该技术需设计对某种限制性内切酶的通用接头以及可与接头序列的限制性酶切
位点的序列配对的专用引物 在 AFLP 检测时 先用该内切酶酶解基因组 DNA
再将接头连接到限制性片段的两端 然后以专用引物扩增连接后的限制性片段的
混合物 扩增结果通过电泳显示 为了达到选择性地扩增某些限制性片段的目的
专用引物在酶切位点序列的 3’端还延伸 1 10 个数量不等的脱氧核苷酸 这些延
伸的核苷碱基组成是随机的 由于用这种引物扩增的限制性片段数量受到引物在
3’末端延伸的核苷序列的限制 所以可以调节AFLP 产物的条带的特异性和数量
从而提供较多的基因组的多态性信息 在遗传上 AFLP 技术提供的 DNA 标记是
共显性或显性  
 SSLP 技术(Simple Sequence Length Polymorphism) 
SSLP 技术即简单序列长度多态性技术 由于物种基因组中存在衔接重复 1
4 次的简单序列 其长度具有多态性而且遍及整个基因组 因此是指纹技术中极





 RAPD技术(Random Amplified Polymorphic DNA) 
随机扩增多态 DNA 技术(RAPD技术)是建立在 PCR 技术的基础之上 利用
随机的脱氧核苷酸序列作为引物(通常 10bp)对所研究的基因组DNA进行 PCR扩
增 扩增产物经凝胶电泳分离 EB 染色来检测扩增产物 DNA 片段的多态性

















RAPD 所用的引物序列虽然各不相同 但对任一特定的引物 它在基因组 DNA
序列上有其特定的结合位点 只要这些位点在基因组某些区域的分布符合 PCR
扩增条件 就可扩增出相应的 DNA 片段 一旦基因组在这些区域发生 DNA 插
入 缺失或碱基突变 就可能导致这些特定位点的分布发生改变 从而出现扩增
产物的增加 减少或在分子量水平上发生改变  
RAPD技术作为一种新型的分子遗传学技术 它具有许多独特的优点 首先
RAPD技术无需预先知道目的基因组的 DNA 序列 同时 RAPD引物无种属特异
性 同一套引物可以适用于不同种类的 DNA 多态性研究 其次 就单一引物而
言 尽管其检测基因组 DNA 多态性的区域有限 但只要使用足够多的引物 理
论上可以对整个基因组 DNA 多态性进行检测 第三 RAPD技术具有简便 安
全 快速 分辨率高和所需样品量少等优点 因此 RAPD 技术自 1990 年被发
明以来 短短几年间便被广泛地应用到生物学研究的许多领域 特别是在群体遗
传学中正在发挥着越来越大的作用 如 Bardakci等(1992)应用该技术评估了罗非
鱼的种群内和种群间的遗传变异度 [33] Stott 等(1997)通过对虹鳟 Salvelinus 
namaycush13 个属的亲本和子代进行 RAPD检测 证实了 RAPD遗传标记确实符
合孟德尔遗传规律 并对该虹鳟不同种群的遗传多样度和遗传距离进行了分析
[34]  
二   状黄姑鱼研究概况 
(一)   状黄姑鱼的生物学特性及生态习性 
  状黄姑鱼俗称  鲈 福建 隶属于石首鱼科黄姑鱼属 背鳍 -28




鳃耙 5-6+9 体延长 侧
扁 背部略呈弧形 腹部较平直 头侧扁 前部较尖 吻褶边缘完整 吻上孔 3
个 弧形排列 吻缘孔 5 个 中吻缘孔圆形 侧吻缘孔裂缝状 眼中大 头长为
眼径 5.4-6.2 倍 口大 前位 斜裂 颏孔 6 个 中央颏孔一对 小而圆 内侧
和外侧颏孔裂缝状 体银灰色 背侧较深 腹侧银白色 体侧上半部有许多浅褐
色斜行波状条纹 近头部较为明显 侧线上方有一浅色纵带 胸鳍基底上方有一
黑斑 背鳍鳍棘部浅黑色 背鳍鳍条部 腹鳍 臀鳍和尾鳍灰黑色 鳃盖上半部
具一黑色大斑[1]   状黄姑鱼为暖水性中下层鱼类 喜静 好集群 多栖息于泥
沙底质的水域 肉食性 喜食鲐鱼 蓝圆  等鱼类 生存适温范围为 8 36
适盐范围为 2.5 50 在溶氧量高于 1.42mg/L 的水体中均能正常生活 其具有生
长速度快 环境适应能力及抗病能力强的特点[2]  
二   状黄姑鱼的养殖情况 经济性状及存在问题 

















体重 15 22g 的  状黄姑鱼人工苗经过 189 天网箱养殖后 体长可达 270
360mm 体重可达 460 1150g 一周年体重可达 1650g 二周年可达 3800g 三
周年可达 8000g 变换生活环境两小时后即能摄食 而且耐密养 成活率高 因
此具有较高的养殖效益 所以作为新兴的网箱养殖名优鱼种   状黄姑鱼人工养
殖近年来发展十分迅速 从 1988 年以野生种苗试养少量网箱到 1990 年已有上千
口网箱 闽 浙 粤三省是  状黄姑鱼主要产区 到 1996 年 福建省网养  状
黄姑鱼数量已经达到 800 多万尾 广东省亦超过 700 万尾 浙江省也在 200 万尾
以上 商品鱼主要销往日 韩 港 澳 台等国家和地区 在国内市场销售量也
很大 特别是在沪 宁 汉等大城市销路看好 但是 随着养殖面积的扩大 种
苗需求量越来越大 加剧了对海区天然苗的滥捕 使得海区天然  状黄姑鱼苗濒
于枯竭 1993 年海区捕获量下降 80% 至 1996 年就几乎捕不到天然苗了 可喜
的是 1993 年  状黄姑鱼人工育苗首次在厦获得成功 网箱养殖开始大量使用人
工苗 至 1996 年 已为福建的网箱养殖提供人工苗达 800 万尾 运往广东 浙
江的人工苗也有 1500 万尾  
(三)   状黄姑鱼养殖群体遗传多样性研究意义 
由于天然  状黄姑鱼资源的衰竭和全人工养殖  状黄姑鱼的迅速发展 都将
对  状黄姑鱼种质遗传多样性造成一定的影响 因此,对现有群体进行遗传多样





















本研究所用的样品是 1997年 7月 25日取自厦门火烧屿人工苗网养  状黄姑
鱼 共三十尾 均为野生亲本的子一代 生长状况良好 平均体长 45.3cm(41.0
49.0cm) 平均体重 901.5g(600 1200g)  
2 试剂 
 RAPD 分析所用的引物为 operon 公司生产的 V 系列引物 由北京华美
公司购得 其编号及碱基序列如下表所示  
表 1 OPV 系列二十个引物的 DNA 序列 
Table 1 Sequences and operon cAes of 20 random primers used for RAPD 
引物 Primer 序列 Sequnces(5’-3’) 引物 Primer 序列 Sequnces(5’-3’) 
OPV-01 TCACGCATGG OPV-11 CTCGACAGAG 
OPV-02 AGTCACTCCC OPV-12 ACCCCCCACT 
OPV-03 CTCCCTGCAA OPV-13 ACCCCCTGAA 
OPV-04 CCCCTCACGA OPV-14 AGATCCCGCC 
OPV-05 TCCGAGAGGG OPV-15 CAGTGCCGGT 
OPV-06 ACGCCCAGGT OPV-16 ACACCCCACA 
OPV-07 GAAGCCAGCC OPV-17 ACCGGCTTGT 
OPV-08 GGACGGCGTT OPV-18 TGGTGGCGTT 
OPV-09 TGTACCCGTC OPV-19 GGGTGTGCAG 
OPV-10 GGACCTGCTG OPV-20 CAGCATGGTC 






























































DNA 抽提缓冲液 10mM Tris-HCl pH8.0 
 0.1m EDTA pH8.0 
 0.5% SDS 
0.5 TBE  0.045M Tris-硼酸 
  0.001M EDTA 
1.5%琼脂糖溶液  1.5%琼脂糖 
  0.5 TBE 
EB 溶液  10mg/mL 的溴化乙锭 
酚 氯仿 异戊醇溶液  0.1M Tris Hcl pH8.0 饱和的  重蒸酚 氯
仿 异戊醇=25   24 1(V/V/V) 添加羟基喹啉  至终浓
度为 0.1% 
Rnase 贮液  将 RNase 溶于 10mM Tris    Hcl  
pH7.5 15mM NaCl至   终浓度为 10mg/mL 于 100   加热
15 分钟 分装冷藏 
Arc/Bis(30%)  丙烯酰胺(Arc) 30% 
  N,N’ 甲叉双丙烯酰胺 0.8% 
Tris 甘氨酸电极缓冲液 Tris  0.05M 
  甘氨酸  0.4M 
0.1M 磷酸缓冲液(PBS) pH7.0 1M Na2HPO4 57.7mL 
  1M NaH2PO4 42.3mL 
  加双蒸水至 1000mL 
2%蒽酮试剂  100mg 蒽酮溶解于 50mL 浓硫  酸中 
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